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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Autoimmunreaktion hervorrufende Peptide^ Komplexe diescr Peptide 
mit MolekQIen des Major Histocompatibility Komplex (MHC), mit den Peptiden oder/und den Komplexen aus 
5 Peptiden und MHC-MoIekUIen reagierende T-Zellsubpopulationen sowie diagnostische und therapeutische 
Anwendungen dieser Verbindungen. 

Die Aufkiarung der molekularen Zusammenhange bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen, wie 
etwa der rheuraatoiden Arthritis und des juvenilen Diabetes (IDDM), ist innerhalb der letzten Jahre schnell 
fortgeschritten und laBt mittlerweile konkrete Anwendungen fQr die frQhe Diagnose und eine kausale Therapie 

1 0 dieser Erkrankungen erkennen. 

Heute gilt als gesichert, daB bei der Entstehimg dieser Erkrankungen neben einer genetischen Disposition 
auch Um weltfaktoren eine Rolle spielen. Auf der Ebene der genetischen Risikofaktoren sind z. B. bei dem IDDM 
nur einige wenige Allele der MHC-Klasse II-Antigene eng mit dieser Erkrankung assoziiert Somit besteht die 
Moglichkeit» Qber eine Analyse dieser Allele eine Risikogruppe fur IDDM zu definieren (vgL z. B. Thomson et aL, 

15 Am. J, Hum. Genet. 43 (1988), 799-816 oder Todd et aL, Nature 329 (1987), 599-604). 

Bei den an der Entstehung von IDDM beteiligten Umweltfaktoren handelt es sich wahrscheinlich um exogene, 
als Immunogen wirksame Peptidsequenzen. In diesem Zusammenhang werden u. a. virale Antigene, die partielle 
Homologien zu korpereigenen Strukturen aufweisen, diskutiert Unter besonderen Umstanden, insbesondere in 
der postnatalen Phase, kdnnen durch die Nahrung aufgenommene Antigene, wie z. B. Rinderserumalbumin, eine 

20 Immunantwort induzieren, welche aufgrund von Homologien zu kdrpereigenen Strukturen einen autoaggressi- 
ven ProzeB in Gang setzen kdnnen. 

IVpisch ffir den Krankheitsvcrlauf bei IDDM ist die progressive ZerstOrung der Pankreas-p-Zellen durch 
cytotoxische Lymphozyten. Dieser ProzeB setzt schon lange vor einer erkennbaren Stdrung des Glucosestoff- 
wechsels eia Bei einer erkennbaren Manifestation des Diabetes sind bereits tlber 90% der ^ZeUen zerstOrt Es 

25 wfire deshalb auBerordentlich wichtig, diese autoaggressiven T-Zellen friihzeitig bei Risikopersonen zu erfassen, 
um die betroffenen Individuen einer kausalen Therapie zuf Qhren zu kdnnen. 

Es gilt heute als gesichert, daB die Zerstorung von kSrpereigenem Gewebe bei Autoimmunerkrankungen 
anfanglich sehr langsam verlauft Im Anfangsstadium dieses Prozesses erkennen die autoaggressiven T-ZeUen 
wahrscheinlich nur ein oder wenige Autoantigene. Arbeiten von Kaufman et aL (Nature 368 (1993), 69—72) und 

30 Tisch et aL (Nature 368 (1993), 72—78) an einem Tiermodell (NOD-Maus) des Typ I-Diabetes haben ergebcn, 
daB beim spontan auftretenden Diabetes dieses Mausstammes die initiale, Uber T-Zellen vermittelte Auto-Im- 
munreaktion gegen die GIutaminsaure-Decarboxylase geiichtet ist Dabei werden in der NOD-Maus anfanglich 
nur 1 bis 2 Epitope am C-Terminus der GIutaminsaure-Decarboxylase (GAD) erkannt Zu diesem Zeitpunkt 
lassen sich — wie oben ausgefiihrt — noch keine Veranderungen im Glucose-Metabolismus feststellen, wahrend 

35 hingegen eine Perinsulitis bereits nachweisbar ist Erst im weiteren Krankheitsverlauf weitet sich das Spektrum 
der von den autoaggressiven T-Zellen erkannten Peptide der GAD aus. Nach einer Manifestation des Diabetes 
sind auch praaktivierte T-Zellen gegen andere Inselzell- Antigene nachweisbar, z. B. Peripherin, Heat Shock 
Protein HSP 65 und Carboxypeptidase H. 
Es gibt Hinweise, daB auch beim Menschen die Inununantwort gegen GAD ursachlich mit dem Entstehen des 

40 Typ I-Diabetes verknQpft ist So lassen sich beispielsweise in Qber 80% der Prgdiabetiker Autoanttkdrper gegen 
GAD nachweisen, wobei die atiologische Rolle dieser Autoantik5rper allerdings geiing eingeschMtzt wird. Man 
nimmt vielmehr an, daB beim Typ I-Diabetes euie progressive Zerstdrung der Pankreas-P-Zellen durch T-Lymp- 
hozyten vorliegt Diese gegen GAD gerichteten T-Lymphozyten konnten bereits von mehreren Forschergrup- 
pen nachgewiesen werden (Harrison et al., J. Clin. Invest 89 (1992), 1161; Honpyman et al, J. Exp. Med. 1 77 (1993^ 

45 535). Die von diesen Gruppen gefundenen Autoantikorper reagierten mit einem aus den Aminosiuren 208 bis 
404 bestehenden Peptidfragment des GAD 67 kd Molekiils. 

In EP-A-0519 469 werden autoimmun reagierende Polypeptide aus dem humanen GAD 65 kd Molekul 
offenbart Diese Polypeptide haben die Aminosequenz: 

50 X-P-E-V-K-(Toder E>K-Z, 

wobei X eine fakultative, aus 1 bis 10 AminosSuren ausgewahlte Sequenz ist und Z eine fakultative, aus 1 bis 8 
Am'mosauren ausgewShlte Sequenz ist. 

Eine der vorliegenden Erfmdung zugrundeliegende Aufgabe bestand darin, neue autoreaktive Peptide bereit- 
55 zustellen, die mit T-Zcllen aus Typ I-Diabetikem, insbesondere mit T-Zellen aus hisch entdeckten Typ I-Diabeti- 
kem reagieren und somit frOhe Auto-Epitope deBnieren. 

Diese Aufgabe wird geldst durch Peptide, Peptid-Derivate oder analog bindende MolekQle, die zura Nach- 
weis, zur Isolieru^g, ztu* Vennehrung, zur Anergisierung oder/und zur Elimination autoreaktiver T-Zellen 
gceignet sind. Ein Gegenstand der Erfmdung ist somit ein Peptid oder Peptid-Derivat, umfassend: 

60 

a) die Aminosduresequenz (I) 

G-M-A-A-L-P-R-L-NA-F-T-S-E-H-S-H-F-S-l^K-K-G-A-A, 
65 b)dieAminosSur sequenz (II) 

E-R-G-K-M-I-P-S-D-L^E-R-R-I-L-E-A-K-Q-K, 



2 



DE 44 18 091 Al 



c) eine der in Abb. 1 oder 2 dargcstcllten Aminosauresequenzen, 

d) TeUbereiche der in (a), (b) oder/und (c) dargestellten Aminosauresequenzen rait einer Ltnge von rainde- 
stens 6 Aminosauren oder/und 

e) Aminosauresequenzen, die eine im wesentlichen aquivalente SpezifitSt oder/und AffinitSt der Bindimg an 
MHC-Molekiile wie die in (a), (b), (c) oder/und (d) dargestellten Aminosauresequenzen zeigcn. 5 

Vorzugsweise umf aBt ein erfindungsgemaBes Peptid oder Peptid-Derivat 

a) die Aniinosauresequenz (I), 

b) die Aminosauresequenz (II) to 

c) Teilbereiche der Aminosauresequenzen (I) oder/und (11) oder/und 

d) Aminosauresequenzen mit einer im wesentlichen aquivalenten Spezifitat oder/und Affinitat der Bindung 
an MHC-MolekQle wie die Aminosauresequenzen aus (a), (b) oder/und (c). 

Besonders bevorzugt umf aBt ein erfindungsgemaBes Peptid oder Peptid-Derivat den Teilbereich 15 



L-P-R-L-I-A-F-T-S-E-H-S-H-F 

der /Vminosauresequenz (I) oder eine davon abgeleitete Sequenz, bei der die N-terminale Sequenz L-P und die 
C-terminale Sequenz H-F konserviert sind. 20 

Die Aminosauresequenz (I) entspricht den Aminosfiureresten 266—290 der humanen GAD 65 und die Amino- 
sauresequenz (II) der Aminosauresequenz 306—325 der humanen GAD 65. Die in den Abb. 1 und 2 dargestellten 
Aminosauresequenzen sind ebenfaUs Teilsequenzen der humanen GAD 65, 

Oberraschenderweise wurde festgestelit, daB Peptide, welche den Aminosauresequenzen 266 bis 285 und 306 
bis 325 der humanen GAD 65 entsprechen, eine spezifische Reaktion mit T-Zellsubpopulationen zeigten, die aus 25 
frisch entdeckten Typ I-Diabetikern isoiiert wurden, Somit handelt es sich bei den erfmdungsgemaflen Peptiden 
um frtihe Autoepitope, mit deren Verwendung eine sehr frOhe Diagnose des Typ I-Diabetes ermdglicht wird. 
Weiterhin konnen die erfindungsgemaBen Peptide auch therapeutisch angewendet werden, indem die mit den 
Peptiden reaktive T-Zellpopulation ausgeschaltet wird 

Bevorzugte Beispieie fiir T-Zellsubpopulationen, mit denen die erfindungsgemaBen Peptide der Aminosaure- 30 
sequenzen (I) und (II) reagieren, sind die T-Zellinien 6/7 und 6/10 oder T-Zellen mit einer aquivalenten Bindungs- 
spezifitat Die T-Zellinien 6/7 und 6/10 wurden am 10. Mai 1994 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganis- 
men und Zelikulturen GmbH (DSM), Mascheroder Weg lb, 38124 Braunschweig, BRD unter den Nummern 
DSM ACC2172 (6/7) bzw. DSM ACC2173 (6/10) nach den Vorschriften des Budapester Vertrages hinterlegt. 

Die Aminosauresequenzen (I) und (II) sind Teilbereiche aus der 65 kD Isoform der humanen Glutaminsaure- 33 
Decarboxylase (GAD), deren voUstandige Aminosauresequenz von Bu et aL (Proc. Natl. Acad. ScL USA 89 

(1992) , 2115 ff) beschrieben wurde. Die /VminosSuresequenzen (I) und (II) wurden durch Anlegen von T-Zellinien 
aus dem peripheren Blut von Typ I-Diabetikern und anschlieBende in vitro Stimulation rait GAD aus Schweine- 
him und Testen dieser T-Zeilinien in einem Proliferationsassay mit synthetischen Peptidsequenzen gefunden, die 
aus der humanen GAD-Sequenz abgeleitet wurden. 40 

Die erfindungsgemaBen Peptide konnen durch bekannte Syntheseverfahren mittels chemischer Methoden 
erzeugt werden oder durch Klonierung und Expression einer fiir diese Peptide codierenden DNA-Sequenz in 
einer geeigneten Wirtszelle, insbesondere Ecoli, auf gentechnische Weise hergesteilt werden. 

Weiterhin umfaBt die vorliegende Erfindung auch Peptide mit Teilbereichen der spezifisch angegebenen 
Aminosauresequenzen (I) oder (II) oder der in den Abb- 1 und 2 dargestellten Aminosauresequenzen, die eine 45 
Lange von mindestens 6 Aminosauren, vorzugsweise von mmdestens 8 Aminosauren, besonders bevorzugt von 
mindestens 10 Aminosauren und am meisten bevorzugt von mindestens 15 Aminosauren aufweisen. Die minima- 
le Lange eines erfindungsgemaBen Feptids wird durch seine Fahigkeit bestimrat, ein MHC-MolekiU zu erkennen, - 
mit ihm spezifisch zu binden und mit dera entsprechenden T-Zellrezeptor zu reagieren. 

Die masdmale Lange der aus der GAD stammenden und MHC-bindenden Abschnitte in einem erfindungsge- 50 
maBen Peptid betragt vorzugsweise 100 Aminosauren, besonders bevorzugt 50 Aminosauren und am meisten 
bevorzugt 25 Aminosaurea 

Neben Peptiden mit den Aminosauresequenzen (I) und (II) oder Teilbereichen davon betrifft die Erfindung 
auch noch Peptide mit Aminosauresequenzen, die im wesentlichen aquivaiente Spezifitat oder/und Affinitat der 
Bindung an MHC-Moiekale wie die zuvor genaanten Sequenzen zeigen und die vorzugsweise durdi Substitu- 55 
tion, Deletion oder Insertion einzelner Ammosaurereste oder kurzer Abschnitte von Ammosaureresten aus den 
Aminosauresequenzen (I) oder (II) abgeleitet sind oder analog bindende verf remdete Substanzen. 

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung auch Feptidvarianten, die in ihrer Sequenz mit den oben 
genanntea Aminosauresequenzen nlcht vdilig Clbereinstimmen, sondem nur gleiche oder nahe verwandte "An- 
kerpositionen*' aufweisen. Die Bezeichnung "Ankerposition'^ bedeutet in diesem Zusanmienhang einen fiir die so 
Bindung an ein MHC-MolekiU, insbesondere an ein MHOMolekBl der Klassen DR3, DR4 oder DQ, wesentli- 
chen Aminosaurerest Die Ankerposition fiir das DRB10401-Bindungsmotiv sind z. B. bei Hammer et al. Cell 74 

(1993) , 197—203;, angegeben. Derartige Ankerpositionen sind in erfindungsgemaBen Peptiden konserviert oder 
gegebenenfalls durch /Vminosaurereste mit chemisch sehr nahe verwandten Seitenketten ersetzt (z. B. Alanin 
durch Vaiin, Leucin durch Isoleucin und umgekehrt). Die Bestuxmiung der Ankerpositionen in den ifmdungsge- gs 
maBen Peptiden kann auf einfache Weise durch Tests von Varianten der oben angegebenen spezifischen Peptide 
auf ihre Bindungsfahigkeit an MHC-Molekfile erf Igen. ErfindungsgemaBe Peptide sind dadurch gekennzeich- 
net, daB sie eine im wesentlichen aquivaiente Spezifitat oder/und Affinitat der Bindung an MHC-Molektile wie 
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die zuvor genannten Peptide zeigen. Vorzugsweise besitzen die aus Peptiden mit den AminosSuresequenzen (I) 
Oder (II) Oder den in den Abb. 1 und 2 dargestellten Anun siuresequenzen abgeleiteten Peptide eine Sequenz- 
homologie von mindestens 30%, besonders bevorzugt von mindestens 50% und am raeisten bevorzugt mindc- 
stens 60% mit den Ausgangspeptiden oderTeilsequenzen davon. 
5 Beispiele fiir Varianten der spezifisch angegebenen Peptide sind die entsprechenden homologen Peptidab- 
schnitte aus der humanen GAD 67, deren vollstS.ndige Aminos^uresequenz ebenfalls von Bu et al., supra, 
beschrieben wurde. 

Der Begriff "im wesentiichen aquivalente SpezifitSt oder/und Affinitfit der Bindung an MHC-Molekiile" 
umfaBt auch eine gegenUber den Aminosauresequenzen (I), (II) oder den in den Abb. I und 2 dargestellten 

10 Aminosauresequenzen verbesserte BindungsspezifitSt oder/und -affinitat, die insbesondere bei verktirzten Pep- 
tiden gefunden wird, die eine LSnge von vorzugsweise 8 bis 15 Aminos&uren besitzen. 

Weiterhin umfaBt die vorliegendc Erfmdung auch Peptid-Derivate. Dieser Begriff umfaflt Peptide, in denen 
eine oder mehrere Aminosauren durch eine chemische Reaktion derivatisiert worden sind, Beispiele von erfin- 
dungsgemfiBen Peptid-Derivaten sind insbesondere solche MolekQle, in denen das Backbone oder/und reaktive 

15 Aminosaureseitengruppen, z, B. freie Aminogruppen, freie Carboxylgruppen oder/und freie Hydroxylgruppen, 
derivatisiert worden sind. Spezifische Beispiele ffir Derivate von Aminogruppen sind Sulfonsfiure- oder Carbon- 
saureamide, Thiourethanderivate und Ammoniumsaize, z. B. Hydrochloride. Beispiele fflr Carboxylgruppenderi- 
vate sind Salze, Ester und Amide. Beispiele far Hydroxylgruppenderivate sind OAcyl- oder 0->UkyIderivate. 
Weiterhin umfaBt der Begriff Peptid-Derivat gemSB vorliegender Erfindung auch solche Peptide, in denen eine 

20 oder mehrere Aminosauren durch natiirlich vorkommende oder nicht natGrlich vorkommende AminosSureho- 
mologe der 20 "Standard^-Aminosauren crsetzt werden. Beispiele fiir solche Homologe sind 4-Hydroxyprolin, 
5-Hydroxylysm, 3-Methylhistidin, Homoserin, Ornithin, P- Alanin und 4- Aminobuttersaure. 

Insbesondere sind solche Peptide bevorzugt, welche eine im wesentiichen aquivalente SpezifitSt oder/und 
Affinitat der Bindung an MHC-Molektile wie Peptide mit den AmmosSuresequenzen (I) oder (II) aufweisen, die 

25 aber im Gegensatz zu diesen Peptiden keine Aktivierung von T-Zellen, sondem die Erzeugung eines anergen 
Zustands in T-Zellen hervorrufen. 

Von der vorliegendcn Erfindung werden auch Polypeptide erfaBt, in denen der MHC-bildende Peptidab- 
schnitt Bestandteil einer grOBeren Polypeptideinheit ist, wobei die Verbindung von MHC-bindendem Peptid und 
dem Rest der Polypeptideinheh vorzugsweise eine SoUbruchstelle aufweist, z, B. eine Proteasespaltsteile* 

30 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Peptid oder Peptid-Derivat, das eine signalerzeu- 
gende Substanz bzw. eine Markierungsgruppe, z. B. eine Fluoreszenzmarkierungsgruppe (z. B. Rhodamm, Phy- 
coerythrinX Digoxin, Biotin, eine radioaktive Gruppe oder eine Toxingruppe (z. B. Ricin, Choleratoxin etc) trSgt 
Durch Kopplung des erfindungsgemaBen Peptids mit Markierungsgruppen kann das Peptid als diagnostisches 
Mittel filr in vivo oder in vitro (z. B. Imaging) Anwendungen oder als therapeutisches Mittel eingesetzt werden. 

35 Weiterhin kann das erfindun^gemtBe Peptid auch beispielsweise in cycHsierter Form oder in oligomerer Form 
vorliegen, wobei die fur die Bindung an das MHC-Molekttl wichtigen Sequenzen durch Spacerregionen vonein- 
ander getrennt sind 

Die Erfmdung betrifft auch peptidnumetische Substanzen, die eine im wesentUchen aquivalente SpezifitSt 
oder/und Affinitat der Bindung an MHC-MolekOle wie die zuvor genannten Peptide oder Pepcid-Derivate 

40 zeigen. Peptidmimetisdie Substanzen oder Peptidmimetika sind Verbindungen, die Peptide in ihrer Wechselwir- 
kung mit den MHC-MolekQlen ersetzen kdnnen und gegenuber den natWen Peptiden eine erhdhte metabolische 
Stabilitat, bessere BioverfOgbarkeit und grOBere Wirkungsdauer aufweisen kdnnen. Methoden zur Herstellung 
von Peptidmimetika sind beschrieben bei Giannis und Kolter, Angew. Chem. 105 (1993X 1303— 1326, Lee et al. 
Bull Chem. Soa Jpn. 66 (1993), 2006—2010 und Dorsch et al, Kontakte (Darmstadt) (1993) (2), 48—56. Bezttglich 

45 der Herstellung erfindungsgemEBer peptidmimetischer Substanzen wbd auf die Offenbarung dieser Literatur- 
stellen verwiesen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden ErHndung ist ein Komplex, der mindestens ein erfindungsgemSBes 
. Peptid, Peptid-Derivat oder Peptidmjmetikum und mindestens ein MHG-MolekGI. oder ein peptidbindendes 
Deri vat eines MHC-MolekUls umfaBt In diesem Komplex Ist ein Peptid, Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum 

50 mit einer Bindungskonstante von vorzugsweise mindestens 10"^ 1/mol, besonders bevorzugt im Bereich von 
10-^—10"^ 1/mol, an ein MHC-MolekOl oder ein peptidbindendes Derivat eines MHC-MoIekQls gcbundcn. 
Altemativ kann das Peptid, Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum auch kovalent an das MHC-MolekQl gekop- 
pelt sein, z. B. flber einen Photolinker oder als kovalente genetische Peptid-MHC-Fusioa Ein derarttges Peptid- 
MHGFusionsprotein enthalt vorzugsweise eine HLA-DR beta-Kette und ein damit genetisch fusioniertes 

55 autoreaktives Peptid. Besonders bevorzugt enthllt der Komplex ein MHC-Klasse II-MolekQl oder ein peptid- 
bindendes Derivat davon. 

Das MHC-KIasse II-MolekOl ist vorzugsweise vom Typ DR, beispielsweise vom Typ DRl, DR2, DR3 oder 
DR4. Besonders bevorzugt ist das MHC-Klasse II-Molekai vom Subtyp DR Bl 0101, DR Bl 0301, DR Bl 0401, 
DR 31 0402, DR Bl 0404 oder DR Bl 1601. Am meisten bevorzugt ist das MHC-Klasse II-MolekOl vom Subtyp 

60 DR Bl 0101 oder DR Bl 0401. IMe T-Zeilinie 6/7 (DSM ACC2172) proliferiert mit dem autoreaktiven Peptid der 
Amniosduresequenz([) in Anwesenheit der DR Bl-Allele 0401 und 0101 oder/und 1601. Mit dem autoreaktiven 
Peptid der Amlnosluresequenz (II) wird erne Proliferation in Gegenwart des DR Bl-AIlels 0401 gefunden. Die 
T-Zellinie 6/10 (DSM ACC2173) proliferiert mit den autoreaktiven Peptiden der Aminosauresequenzen (I) und 
(II) in Gegenwart des DR Bl-Ailels040L 

65 Di Nukleotidsequ nz n der fiir in MHGKlasse II-MolekQl der obigen Subtypen kocti rend n Gen sind 
verttffentlicht in Corell t al (M L ImmunoL 28 (1991X 533— 543)» Auf den Inhalt dieser Publikation wird hiermit 
Bezug genommen. 

Der Begriff "peptibind ndes Derivat eines MHC-Molekiils** umfaBt Fragm nte von MHC''MoIektilen, die 
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durch proteolytische Spaltung nativer MHC-MolekQle oder durch rekombinante DNA-Techniken hergestellt 
sind und ihre p ptidbindenden Eigenschaften ira wesentlichen beibehalten haben. Weiterhin sind unter diesem 
Begriff Fusionsprotein zu verstehen, die neben einem fiir die Peptidbindung verantwortlichen MHC-Anteil noch 
weitere PoIypeptid-IConiponenten en thai ten. 

Die erfindungsgemaBen Peptid-MHC-Komplexe werden vorzugsweise durch Assoziierung peptidfreier 
MHC-Molekiile oder MHC-Molekulderivate rait den erfindungsgemaBen Peptiden, Peptid-Derivaten oder 
Peptidmimetika hergestellt Die Herstellung von peptidfreien MHC-Molekulen kann beispielsweise durch Ent- 
faltung von nativen MHC-Molekulen, urn gebundene Peptide zu dissoziieren, und Riickfaltung der leeren 
MHC-MoiekQie erfolgen (siehe Dornmair und McConneJl, Proc. NatL Acad. Sci. USA 87 (1990), 4J34-4138 und 
WO91/14701). 

Andererseits konnen peptidfreie MHC-MoIekOle auch durch rekombinante Herstellung von MHC-MoiekO- 
len oder Derivaten davon gewonnen werden. Beispiele hierfiir sind die Expression von MHC-KJasse Il-Molekfi- 
len in Fibroblasten (Germain und Malissen, Ann, Rev. Immunol 4 (1990), 281—315) sowie die Expression von 
laslichen MHC-Klasse II-MolekuIderivaten ohne Membrananker in CHO-Zellen (Wettstein et aU J. Exp. Med. 
174 (1991), 219- 228, Buelow et al, Eur. J. Immunol. 23 (1990), 69 - 76) und mittels des Baculovirus-Expressions- 
systems in insektenzellen (Stern und Wiley, Cell 68 (1992), 465—477; Scheirle et aU J. Immunol. 149 (1992X 
1994-1999:). Auch MHC-KIasse 1-Molekiile wurden in CHO-ZeUen (Fahnestock et al. Science 258 (1992), 
1658— 1662) in Insektenzellen (Jackson et aL, Proa NatL Acad. ScL USA 89 (1992), 121 17 - 12120; Matsamura et 
aL, J. BioL Chem. 267 (\992% 23589-23595) sowie in Fibroblasten (Mage et al, Proc NatL Acad. ScL USA 89 
(1992), 10658-10661) exprimiert. 

Weiterhin ist auch die Expression von peptidfreien MHC-Molekiilen in E.coli bekannt (Parker et aL, MoL 
IramunoL 29 (1992X 371-378; Zhang et aL, Proc. NatL Acad ScL USA 89 (1992), 8403—8407; Garboczi et al, 
Proc NatL Acad ScL USA 89 (1992), 3429-3433; Altmann et aL, Proc NatL Acad Sci. USA 90 (1993), 
10330—10334. Auf die in diesen Veroffentlichungen beschriebenen Techniken zur rekombinanten Expression 
von MHC-Molektilen oder MHC-Molekttiderivaten wird far die vorliegende Erfindung Bezug genomraen. 

Vorzugsweise 1st der MHC-Bestandteil des erfindungsgemaBen KompJexes ein rekombinantes MHC-Mole- 
kul oder ein peptidbindendes Derivat davon und besonders bevorzugt ein losliches MHC-Molekillderivat, bei 
dem der Membrananker teilweise oder voUstandig deletiert ist 

Zur Identifizieruog von MHC-Molekalen, welche das erfindungsgemaBe autoreaktive Peptid prasentieren, 
werden die Antigen prasentierenden Zellen eines Spenders mit dem erfindungsgemaBen Peptid in markierter 
Form inkubiert, wobei vorzugsweise zuerst gebundene Peptide durch Denaturierung nativer MHC-MolekUle 
dissoziiert werden. AnschlieBend kSnnen die markierten MHC-Peptid-Komplexe mit Subtyp-spezifischen Anti- 
kdrpem, die gegen Framework-spezifische Detenninanten der MHC-MolekUIe gerichtet sind, immunprazipi- 
tiert und aufgrund des Vorhandenseins der markierten Peptide identif iziert werden. 

Altemativ k6nnen als Antigen prasentierende ZelJen auch EBV(Epsteia-Barr- Virus) transformierte B-Zellen 
des Spenders verwendet werden. 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen Komplexe aus einem rekombinanten MHC-Molckuiderivat kann 
beispielsweise so erfolgen, daB DNA-Fragmente ftir die iCsiichen Teile der a- und P-Ketten eines MHC-Mole- 
kttls, z. B. eines MHC-DR3-, DR4- oder DQ-Molekiiis durch PGR isoliert werden, wobei als Template cDNA aus 
einer EBV transformierten 3-Zellinie des Spenders benutzt wird, welche das entsprechende MHC-MolekQl 
exprimiert. Bei diesem Schritt wird vorzugsweise am C-Terminus der a- und der P-Kette durch entsprechende 
Auswahl des PCR-Primers eine Reinigimgshilfe, z. B, ein Oiigohistidinsegment (z. B. ein Hexa-Histidin-Segment), 
eingefOhrt Die PCR-Produkte kSnnen anschliefiend in Exx)li subkloniert und als Inclusion-Bodies exprimiert 
werden. Die Inclusion-Bodies kotmen nach bekannten Verfahren (vgL Literaturstellen zur Expression von 
MHC-MolekQlen in E-coli, supra) solubilisiert und die MHC-Proteine mittels Metall-Chelat-Affmitatschromato- 
graphie gereinigt werden. AnschlieBend werden die a- und p-Untcreinheiten in Anwesenheit des Peptids 
renaturiert 

Der erfindungsgemaBe Peptid-MHC-Kompiex kann auch eine wie oben beschricbene Markierungsgruppe 
tragen, wobei die Markierungsgruppe sowohl am Peptidbestandteil als auch am MHC-Bestandteil des Komple- 
xes durch bekannte Methoden gebunden sein kann. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein oligoraerisierter Pepdd-MHC-Komplex, der 
mindestens 2 MHC-MolekUle oder MHC-Molekulderivate enthalt, die fiber kovaiente oder nicht-kovalente 
Wechselwirkungen assoziiert smd Ein derartiger oUgomerisierter Peptid-MHC-Molekttl-Koroplex hat gegen- 
ttber bekannten (bezUglich des MHC-Molekiils) monomeren Komplexen den Vorteil einer hdheren Affinitat und 
somit einer verbesserten diagnostischen oder/und therapeutischen Wirksamkeit 

In einer AusfUhrungsform der vorliegenden Erfindung kann ein derartiger oUgomerisierter (Complex durch 
kovaiente Quervemetzung von monomeren Peptid/MHC-Molekai-Komplexen fiber chemische Kopplungsrea- 
genzien, z. B. N-Suocinimidyl-3(2-pyridylthio)propionat, 3-Maieimidobenzoyl-N-hydroxy-sucdnimidester, Ma- 
leimidohexanoyl-N-hydroxy-succinimidester, Bis (maleimidomethyl)ether, Disuccinimidylsuberat, Glutardial- 
dehyd etc nach bekannten Verfahren hergestellt werden. Gegebenenfails kdnnen auch einzelne AminosSiU'en 
der Peptidkomponente oder der MHC^Komponente so verMndert sein, daB spezielle Kopplungsreagenzien an 
dieser Stelie bevorzugt angreifen. So lassen sich durch Einftthrung von zusatzlichen Cystein- oder Lysin-Resten 
auf rekombinantcm Wege bei der Proteinkomponente bzw. durch chemische Synthese bei der Peptidkomponen- 
te Kopplungen fiber SH-Linker bzw. fiber Aminogruppen rzielen. 

In einer weiteren Ausftihrungsform der vorliegenden Erfindung kann der oligomerisi rte Peptid-MHC-Kom- 
plex so hergestellt werden, daB di an das MHC-MolekQl bindende Peptidkomponente als Oligomer eingesetzt 
wird, d. fa. als ein PeptidmoIekQI. das mindestens 2 MHC-bindende Bereiche enthaJt» wobei die ftir die Bindung an 
das MHC-Molekfil wichtigen Sequenzen durch Spacerr gionen voneinander getrennt sind Diese Spacerregio- 
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nen bestehen Oblicherweise aus 10—15 Aminosauren. Man verwendet kleinc, hydrophile Aminosfiuren, 2.B. 
Glycin, Alanin. Serin, ProILn bzw. Kombinationen davon. Bei einer Renaturierung von peptidfreien MHC-Mole- 
kUlen in Anwesenheit dieser Peptidoligomere entsteht der erfindungsgemaBe oligomerisierte Komplex. der 
durch die oligomerisierte Peptidkomponente fiber nicht-kovalente Wechselwirkungen vernetzte MHC-Molekti- 
5 [e enthalt. 

Weiterhin kdnnen oligomerisierte Peptid-MHC-Komplexe durch Modifikation rekombinant hergestellter 
MHC-MolekUIe erzeugt werden. So kann bei Herstellung der Vektoren fOr die Expression rekombinanter a- 
bzw. P-Ketten von MHC-Klasse II-Molekttien ein Gensegment, vorzugsweise jeweils am C-Terminus, einklo- 
niert werden, das far ein Epitop codiert, das von einem Antikorper erkannt wird. Dieser Antikorper kann vom 

10 IgG-Typ, vorzugsweise aber vom IgM-Typ sein. Die renaturierten monomeren Peptid/MHC-Komplexe werden 
dann mit einem, das eingeftihrte Epitop erkennenden Antikdrper inkubiert, so daB nicht-kovalent vernetzte 
Immunkoraplexe, bestehend aus mehreren Antikorpern and mehreren Peptid-MHC-Komplexen, erzeugt wer- 
den. Die Einfiihrung von DNA-Segmenten» die fur ein Epitop codieren, in die ftir die a- bzw. p-Kette des 
MHC-MolekQIs codierenden DNA-Fragmente kann mittels bekannter moiekularbiologischer Techniken erfol- 

15 gen, z. B. durcii Insertion in Restriktionsstellen oder durch zielgerichtete Mutagenese. 

Der erfmdungsgemaBe oligomerisierte Peptid-MHC-IComplex enthSlt vorzugsweise ein Peptid, das die Ami- 
nosauresequenzen (IX (II). die in den Abb* 1 und 2 dargestelhen Aminosauresequenzen, Teilbereiche davon 
oder/und davon abgeleitete Aminosauresequenzen umfaBt, oder ein Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum 
davon. Der oligomerisierte Komplex kann vorzugsweise ais diagnostisches oder therapeutisches Reagenz bei 

20 Typ I-Diabetes eingesetzt werden. 

Die Erfindung betrifft somit auch eine pharmazeutische Zusammensetzung, die ein Peptid, Peptid-Derivat, 
Peptidmimetikum oder/und einen Peptid-MHC-Komplex als aktive Komponente gegebenenfalls in Kombina- 
tion mit pharmazeutisch tiblichen Zusatzstoffen enthalt Die Zusanunensetzung kann weiterhin eine akzessori- 
sche stimulierende Komponente enthalten. z. B. Cytokine wie IL-2 und IL-4 oder/und das oberflfichenartigen B7 

25 (Wyss-Corayet al, Eur. J. Immunol 23 (1993), 2175—2180; Freemanet aL, Science 262 (1993X 909—91 1), das mit 
dem Oberfiachenmoiekul CD-28 auf einer T-Zelle binden kann. Die Anwesenheit der akzessorischen stimulie- 
renden Komponente kann die therapeutische Wirkung der Zusammensetzung verbessem oder/und modifizie- 
rea 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist femer die Verwendung einer pharmazeutischen Zusammen- 

30 setzung, die ein Peptid. Peptid-Dertvat. Peptidmimetikum oder/und einen Peptid-MHC-Komplex enthalt zur 
Herstellung eines Mittels far die Diagnose von Erkrankungen oder einer Pradisposition fflr Erkrankungen, die 
das Immunsystem beeinflussen, oder far die Diagnose von Tumorerkrankungen oder einer Pradisposition fOr 
Tumorerkrankungen, insbesondere fiir die Diagnose von Autoimmunerkrankungen oder einer Pradisposition 
far Autoimmunerkrankungen, z. B. Diabetes Typ I oder Typ II, vorzugsweise Diabetes Typ 1. 

35 Analoge diagnostische Anwendungen sind jedoch auch bei anderen Autoimmunerkrankungen mSglich. Bei- 
spiele derartiger Autoimmunerkrankungen sind Multiple Sklerose, wo reaktive T-Zellen gegen das Myelin Basic 
Protein oder das Proteolipid-E*rotein bestimmt werden kdnnen, rheumatoide Arthritis, wo reaktive T-Zellen 
gegen Kollagen Typ 11, Cytokeratine und Hsp 65 bestimmt werden kdnnen, Basedow-Krankheit, wo reaktive 
T-Zellen gegen Thyroidperoxidase bestimmt werden kdnnen. 

40 Allgemein ist die diagnostische Anwendung bei alien Erkrankungen mdglich, die das Immunsystem beeinflus- 
sen, wie 2. B. auch bei der Arteriosklerose. Hier wurde eine Assoziation der Krankheit mit einer Immunantwort 
gegen das Heat Shock Protem Hsp 65 nachgewiesen (Xu et aL, Lancet 341, 8840 (1993X 255—259). 

Noch eine weitere Anwendung ist der diagnostische Nachweis von T-Zellen, die gegen Tumorantigene 
reagierea Beispiele hierfttr sind T-Zellen gegen ein Melanom-assoziiertes Antigen MAGE 1, die aus Melanom- 

45 patienten isoliert wurden (van der Bruggen et al. Science 254 (1991), 1643—1647). Der Nachweis dieser T-Zellen 
kann mit erfindungsgemaBen oligomerisierten Komplexen schon in einem Stadium erfolgen, in dem der Tumor 
aufgrund einer noch zu geringen Zellmasse mit herkdmmlichen Methoden noch nicht nachweisbar ist Femer 
konnte der Nachweis von spezifisch reagierenden T-Zellen auch zur Verlaufskontrolle bei einer Anti-Tumorvak— 
zinierung eingesetzt werden. 

50 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren zur Bestimmung einer spezifi- 
schen T-Zell-Subpopulation, welches dadurch gekennzeichnet ist, daS man eine T-Zellen enthaltende Probe, die 
vorzugsweise aus einer Kdrperflttssigkeit, z. B. VoUblut, stammt, mit einem erfindungsgemaBen Peptid, Peptid- 
Derivat, Peptidmimetikum oder/und einem erfindungsgemaBen Komplex in Kontakt bringt und die Reaktion 
von T-Zellen rait dem Peptid oder Komplex bestimmt Eine spezifische Reaktion von T-Zellen mit dem Komplex 

55 oder dem Peptid kann z. B. durch eine erhdhte T-Zellenproiiferation nachgewiesen werden, die sich durch den 
Etnbau von RadioaktivitMt messen laBt Andererseits kann die Reaktion von T-Zellen auch direkt durch Verwen- 
dung eines markierten Peptids oder Komplexes bestimmt wetden. Bei dieser AusfOhrungsform werden das 
Peptid Oder der Komplex vorzugsweise mit einer daran gekoppelten Fluoreszenzmarkierungsgruppe verwen- 
det Die Auswertung kann beispielsweise durch FACS-Analyse erfolgen, wobei die T-Zellen mit einem ersten 

60 Fluoreszenzmarker, der an emen T-Zell-speziftschen Antikdrper gekoppelt ist, und dann mit dem Peptid- 
MHC-Komplex, der mit einem zweiten Fluoreszenzmarker gekoppelt ist in Kontakt gebracht werden und das 
Vorhandenseln von doppelmarkierten Zelien durch fluorographische Analyse bestimmt wird Auf diese Weise 
wird eine T-Zeli-Subpopulation bestimmt die durch ihre Reaktivitat mit emem erfindungsgemaBen Peptid oder 
Peptid-Derivat oder/und mit dnem erfmdungsgemaBen Peptid-MHC-Komplex charakterisiert ist Aufgrund der 

65 geringen Konzentration der speziftschen T-Zell-Population im Blut erfolgt als rster Schritt des Verfahrens 
vorzugsw is eineS 1 ktion auf prlaktivierte T-ZeUen, z. R ineselektiv Anreicherung von IL-2-Rezeptor-po- 
sitiven T-Zellen durch Inkubation mit IL-2 oder/und durch Inkubation mit IL-2 -Rezeptor-Antikdrper und 
anschli Bend Separation der Antikdrper-bindenden Z U n beispielsweis mit immuomagnetischen Methoden. 
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Andererseits kaon die Selektion auf praaktivierte ZeUen erst nach dem Kontakt der T-2ellen mit dem Peptid 
cxier dem Komplex erfolgerL 

In einer Abwandlung dieses Verfahrens kann auch das Verhaltnis von praaktivierten autoreaktiven T-Zellen, 
d h. T-Zeilen rait dem IL-2-Rezeptor als Oberflachenmarker, zu nicht-aktivierten autoreaktiven T-Zellen, d. L 
T-Zellen ohne den IL-2-Rezeptor, besttmmt werdea 

Dieses Verfahren kann insbesondere zur Diagnose von Typ I- Diabetes, aber auch bei anderen das Immunsy- 
stem beeinflussenden Erkrankungen bzw. zur Diagnose einer Pradisposition fur derartige Erkrankungen ange- 
wendet werden. 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist die Verwendung einer pharmazeutischen Zusam- 
mensetzung, die ein Peptid, Peptid-Derivat, Peptidmiraetikum oder/und einen Peptid-MHC-Koraplex enthalt, 
zur Herstellung eines Mittels fur die Tlierapie oder Pravention von Erkrankungen, die das Immunsystem 
beeinfiussen. Zur therapeutischen Anwendung der erfmdungsgemaBen Peptide und der erfindungsgem&Ben 
Peptid-MHC-Koniplexe kdnnen beispielsweise mit Toxinen gekoppelte Peptide oder Peptid-MHOKompIexe 
verwendet werden, andererseits kdnnen aber auch Peptide alleine oder als Bestandteile des Komplexes einge- 
setzt werden, die zwar cine Bindung an den T-Zellrezeptor ermoglichen, aber keine Aktivierung der T-Zelle 
hervorrufen, d. h- die also anergisierend wirken. 

Die therapeutische Wirkung derartiger anergisierender Peptidanaloga beruht darauf, daB der T-Zellrezeptor 
CrCR) zur Aktivierung der T-Zelle mit einem Peptid wechselwirken muB, das von einem MHC-Antigen der 
KJasse I oder KJasse II prSsentiert wird. Dabei sind insbesondere AminosSuren in Ankerpositionen des Peptids 
filr die Bindung an das MHC-Molekiil verantwortlich, wShrend andere Aminosauren im Peptid zur Wechselwir- 
kung mit dem TCR beitragen und somit eine T-Zellstimulatton hervorrufen. Durch Aminosauresubstitutionen in 
den Peptiden konnen nun Peptidanaloga hergestellt werden, die aufgnind des Vorhandenseins der Ankerpositio- 
nen noch an das MHC-Molekiil binden, andererseits aber nur eine partielle oder keine T-Zellaktivierung 
hervorrufen (vgL z. B. Sloan-Lancaster et aL, Nature 363 (1993), 156—159). Z3, konnen solche Peptidanaloga 
bewirken, daB die Expression bestinunter Oberflachenmolekule hochreguliert wird (z, B. n2-Rezeptor. LFA-1), 
daB jedoch keine Proliferation oder Cytokin-Expression erfolgt T-Zellen, die mit einem solchen Peptidanalogon 
in Wechselwirkung treten, gehen in einen sogenannten anergen Zustand iiber, d. h. sie kdnnen auch durch eine 
nachfolgende regulare Stimulation mit einem immunogenen Peptid nicht mehr proliferieren. Dieser anerge 
Zustand halt mindestens 7 Tage an und l56t sich deshalb therapeutisch bei der Behandlung einer Autoimmuner- 
krankung nutzen. 

Ein weiterer therapeutischer Aspekt der voriiegenden Erfindung besteht darin, daB das Peptid bzw. der 
Komplex aus Peptid imd MHC-Molekul als Antigen verwendet werden kann. Ein derartiges Antigen kann dabei 
als Immunogen, d h. als ein die Immunantwort stimulierendes Mittel oder als Tolerogen wirken, d. h. als ein 
Mittel, das eine Immuntoleranz hervorruft Die Verwendung als Immunogen kann z. B. bei der Vakzinierung 
gegen Tumorantigene Verwendung fmden. Statt den bisher zu diesem Zweck verwendeten ganzen Tumorzellen 
ist es mSglich, daB von den T-Zellen erkannte tumorspezifische Peptide im Komplex mit dem entsprechenden 
MHC-Molekttl, insbesondere in Form eines oligomerisierten Komplexes, zu injizieren, um eine T-Zellaniwort 
gegen den Tumor zu erzeugen. Zur Erhohung der Immunstimulation kann dieser Komplex auch in Kombination 
mit zus&tzlichen stimulierenden Substanzen verabreicht werden. Zu diesem Zweck sind beispielsweise Cytokine, 
wie etwa IL2 oder IL4 geeignet, die gegebenenfells und vorzug^weise kovalent mit dem erfindungsgemaBen 
Peptid-MHC-Komplex verkniipf t sind. Eine weitere Mdglichkeit ist die Assoziierung des Komplexes mit akzes- 
sorischen Komponenten fiJr die T-Zellaktivierung, insbesondere mit fUr Antigen prSsentierenden Zeilen essen- 
tiellen OberflSchenmolekiilen, z. R dem OberflSchenmolekOl B7. 

Eine bevorztigte therapeutische Formulierung ist der Einbau von mit Peptid beladenen MHC-MolekOlen in 
kiinstliche Vesikel z. B. lipidvesikel, die gegebenenfalls noch weitere membrangebundene Molektile tragen 
kdnnen, wie z. B. B7 oder/und immobilisierte Cytokine 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist die Isolierung von T-Zellsubpopulationen, die mit 
einem erfindungsgemaBen Peptid oder Peptid-MHC-KompJex reagieren. Bei einem solchen Verfahren bringt 
man eine T-Zellen enthaltende Probe, die z, B. aus einer KdrpcrflQssigkeit stammt. die einem Patienten vorher 
entnoramen wurde, mit einem erfindungsgemaBen Peptid oder einem erfindungsgemaBen Peptid-MHC-Kom- 
plex in Kontakt, identifiziert die mit dem Peptid oder Komplex reagierenden T-Zellen und trennt sie gegebenen- 
falls von anderen T-Zellen ab. Auch hier kann vor oder/und nach dem Kontakt der T-Zellen mit dem Peptid oder 
dem Komplex vorzugsweise eine Selektion auf praakti^erte T-Zellen. dh. T-Zellen mit dem IL-2-Rezeptor, 
erfolgen. 

Bei einem solchen Verfahren kann man das Peptid oder den Peptid-MHC-Komplex in immobilisierter Form 
auf einem Trflger verwenden, wodurch die Abtrennung der positiv reagierenden T-Zell-Population von anderen 
T-Zellen veremfacht wird, Aus den auf diese Weise isolierten T-Zell-Subpopulationen kOnnen durch Restimula- 
tion T-Zellinien angelegt werden. Diese autoreaktive T-Zellinien kdnnen dann ziu- tomunisierui^ von Patienten 
verwendet werden. 

Eine spezifische Immuntherapie des Typ I-Diabetes umfaBt zun^chst die Isolierung von spezifischen T-Zelli- 
nien gegen ein Autoantigen, z, E GAD 65 aus IDDM-Patienten. Dann erfolgt eine Bestimmung der Feinspezifi- 
tat der T-Zellinien, d. h. die Identifiziening der autoreaktiven Peptide. Ftir die spatere Inokulation der Patienten 
werden solche T-Zelluiien ausgewahlt, die ein pradominantes Peptid erkennen, d. h. ein Peptid, gegen das 
mehrere der isolierten T-Zellinien reagieren. Insbesondere handelt es sich dabei um T-Zellinien, wekrhe ein 
Peptid mit den Amlnosturesequenz n (I) oder (II) erkennen. 

Falls sich bei einem Patienten kein eindeutig pradominantes Peptid fmdet, mQssen fiir die spatere Inokulation 
mehrere T-Zellinien gemischt werdea Die ausgewafilten T-Zellklone werden v r der Inokulation nochmals mit 
Antigen-prSs ntierenden Z lien und den entsprechenden Peptiden stimuliert, um eine gute Expression von 
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Aktivierungsmolektilen und insbesondere der T-Zeltrezeptoren zu gewfihrl istea Dann werden die T-Zellinien 
inaktiviert, z. B. durch Hitzebebandlung oder/und radioaktive Bestrahlung, vorzugsweise mit einer Dosis im 
Bereich von 4000— 10000 rad, besonders bevorzugt ca. 8000 rad, und subkutan in einer ZeHenzahl von vorzugs- 
weise 10^ bis 5 X 10^ in den Patienten. aus dera sie gewonnen wurden, injiziert Oblicherweise werden raindestens 

5 drei Injekttonen tlber einen Zeitraum von 6 bis 1 2 Monaten verteilt, 

AnschlieBend kann man die T-Zellantwort des Patienten auf das Inokulat testen. Hierzu isoliert man die 
peripheren Blutlymphozyten (PBLs) des Patienten, z. B. uber FicoII-Dichte-Gradientenzentrifugation, und testet 
die Proliferation gegen das Inokulat in einem Standard-Proiiferationstest Nach erfolgreich verlaufender Im- 
munisierung soilte eine deutliche Proliferation der Patienten-PBLs gegen das Inokulat nachweisbar sein. Eine 

10 weitere Kontrolie des Immunisierungserfolgs kann durch Bestimmung der Frequenzen der GAD-reaktiven 
T-Zellen des Patienten im Verlauf der Immunisierung erfolgen. Dies kami z. B. nach dem Standardverfahren der 
Limiting Dilution mit autologen Stimulatorzellen erfolgen, die nach Inkubation mit GAD mit z. B. 4000 rad 
bestrahit worden sein. Bei erfolgreich verlaufender Immunisierung nimrat die Frequenz der autoreaktiven 
T-ZeHendeutlichab, 

15 Nach weiterer Eingrenzung der von den regulatorischen T-Zellen erkannten Oberflachenstrukturen auf den 
T-Zellen des Inokulates kann auch mit Teilstrukturen der regulatorischen T-Zellen immunisiert werden, z. B. mit 
Segmenten des T-Zellrezeptors. 

Andererseits kdnnen bei einer Antitumorvakzinierung auch teilungsfShige T-Zellen reinjiziert werden, die zu 
einer aktiven Immunisierung des Patienten gegen Tumorzellen fahren kdnnen. 
20 Bel den diagnostischen und therapeutischen Verfahren zur Identifizierung brw. Aktivierung/Inhibierung von 
spezifischen T-Zellsubpopulationen kann anstelle der erfindungsgemSBen Peptide oder Peptid-MHC-MolekQle 
auch ein anti-idiotypischer Antikorper verwendet werden, der die Wirkung des MHC-Peptid-ECompIexes nach- 
ahmt Derartige Antikorper konnen ohne weiteres erhalten werden, indem eine gegen ein bestimmtes Peptid 
spezifische T-Zellsubpopulation als Immunogen z;ur Erzeugung eines AntikOrpers (z. B, in emer Maus) verwen- 
25 det wird oder indem zuerst ein erster Antikorper gegen den MHC-Peptid-Komplex und dann ein anti-idiotypi- 
scher Antikorper gegen den ersten AntikSrper erzeugt wird 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit auch ein Antikdrper (erster Antikdrper) gegen ein 
erfindungsgemaBes Peptid oder Peptid-Derivat oder einen erfindungsgemSfien Komplex, erhaitlich durch Im- 
munisierung, mit dem Peptid, Peptid-Derivat oder Komplex und Gewinnung eines durch Immunisierung erzeug- 
30 ten Antikdrpers, vorzugsweise eines durch das Verfahren von K5hler und Milstein oder Weiterentwicklungen 
davon hergestellten monoklonalen Antikdrpers. 

SchlieBlich betrifft die Erfindung auch einen anti-idiotypischen Antikdrper gegen den ersten Antikdrper, 
erhaitlich durch Immunisierung mit dem ersten Antikdrper, der gegen das Peptid oder Peptid-Derivat oder den 
Komplex gerichtet ist, und Gewinnung eines durch die Inununisierung erzeugten anti-idiotypisdien Antikdrpers. 
35 Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine T-Zelle, die mit emem erfindungsgemaBen 
autoreaktiven Peptid, Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum oder einem Komplex aus Peptid und MHC-Mole- 
kttl reagiert Bevorzugte Beispiele sind T-Zellen, die von den T-Zellinien 6/7 (DSM ACX:2172) oder 6/10 (DSM 
ACC2173) stammen oder eine aquivalente T-Zellrezeptor-Bindimgsspezifitat aufweisen, d h. ein von einem 
MHC-Molekai prfisentiertes Peptid oder Peptid-Derivat der Aminosauresequenzen (I) oder/und (II) oder/und 
40 Teilbereichen dieser Aminosauresequenzen erkennen. 

Weiter soil die Erfindung durch die folgenden Beispiele in Verbindung mit den Abbw 1 bis 4 erlautert werden. 
Abb. 1 zeigt erf indungsgemaBe autoreaktive Aminosauresequenzen, 
Abb. 2 zeigt weitere erfindungsgemSBe autoreaktive Aminosauresequenzen, 
Abb. 3 zeigt das Ergebnis eines Proliferationsassays dcrT-Zellinie 6/7 mit Pcpitdpools, 
45 Abb. 4 zeigt das Ergebnis eines Proliferationsassays der T-Zellinie 6/10 mit Peptidpools, 

Abb. 5 zeigt das Ergebnis eines Proliferationsassays mit der T-Zellinie 6/7 mit Einzelpeptiden aus Pool 7 und 
11, 

Abb. 6 zeigt das Ergebnis eines Proliferationsassays mit der T-Zellinie 6/10 mit Einzelpeptiden aus Pool 7 und 
11. 

50 

Beispiel 1 

Etablierung von GAD-spezifischen T-Zellinien 

55 l.Primarstimulation 

Durch Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation werden aus EDTA-Biut vonTVp I-Diabetikem die peripheren 
BIut-Lymphozyten (PBLs) gewonnen. Die Zellen werden 2mal in RPMI-Medium gewaschen und daim in einem 
Kulturmedium, bestehend aus RPMl 1640, 5% Humanserum, 2 mM Glutamln und 100 U/ral PenicUIin und 

60 too jig/ml Streptoraydn, aufgenommen. Pro Napf emer 96-Napf-Rundboden-PIatte werden 100 |il Zellsuspen- 
sion, entsprechend 100000 ZeUen, eingesat Danach erfolgt die Zugabe von Schweme-GAD (SW-GAD) in einer 
Endkonzentration von 2,5 ng/mL Die Zellen werden 3—4 Tage im Blutsdirank bei 37''C/7% CO2 inkubiert 
Nach diesem Zeitraum erfolgt Zugabe von 100 [d IL-2 (30 U/ml). Nach weiteren 3—4 Tagen werden von alien 
Kulturansatz n 100 ^1 abgesaugt und wiederum 100 ^1 IL-2 (30 U/ml) zugegeb n. Dies wird alie 3—4 Tage 

G5 wi derholt 
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Z Restimulatton 

Am Tag \4 nach dem Begirm der Primarstimulation erfoigt die erste Restimulation. Hierfur wird im Vergleich 
zur Primarstimulation die doppelte Aiizahl von autologen PBLs mittels Ficoll isoliert und in Kulturhiedium auf 
eme ZeUkonzentration von 2x lO^/ml eingestellt Eine Halfte dieser StimuJatoraellen wird mit dem Antigen 5 
SW-GAD (Endkonzentration 5 \ig/m\) far 2 Stunden/37** C/7% CO2 inkubiert (Antigen-Pulse). Die andere Halfte 
wird unter gleichen Bedingungen ohne Antigen, nur mit Kulturmedium inkubiert AnschiieBend werden alle 
Stimulatorzellen mit 4000 rad bestrahit Die Stimulatorzellen werden dann in 96-Napf-Rundboden-Platten 
verteilt (je 100000 Zellen/Napf) und zwar so, dafi immer ein Napf mit Antigen enthaitenden Stimulatorzellen 
benachbart zu einem LocK mit Stimulatorzellen ohne Antigen zu liegen kommt 10 

AnschiieBend erfoigt die Preparation der T-Zellen aus den Primarstimulationsansatzen. Hierfur werden die 
Oberstande aus den Primarstimuiationsansfitzen abgesaugt und die Zellen in den Platten zwetmal mit je 100 ^il 
Waschmedium (Dulbeccos Modified Eagle Medium = DMEM) gewaschen. Dazwischen werden die Zellen in 
den Platten bei 400 g zentrifugiert AnschiieBend werden die Zellen in je 100 \i\ Kulturmedium aufgenommen 
und je 50 \i\ auf zwei benachbarte Napfe der Restimulations-PIatte verteilt Auf diese Weise werden die T-Zellen 15 
in einera Napf mit Antigen inkubiert und im benachbarten Napf ohne Antigen kann die Antigen-Spezifltat der 
Restimulation kontroUiert werden. 

Ab dem 2 oder 3. Tag nach dem Beginn der Restimulation kann die Proliferation mikroskopisch beurteilt 
werden. Dabei werden nur solche Mikrokultur-Parchen als relevant angesehen, bei denen nur im Napf mit 
Antigen-Anwesenheit Proliferation erfoigt Ab Tag 4 wird wiederum zu jedem Kultur-Napf 100 pil IL-2 (30 20 
U/ml) zugegebea Bis zum Tag 14 wird alle 3—4 Tage ca. 50% des Kulturmediums gegen IL-2 (30 U/ml) 
ausgetauscht 

Bei gutem Wachstum werden die Kulturen auf mehrere 96er Napfe aufgeteilt Bei spateren Restimulationen 
kann auch in grOBere Ntpfe aufgeteilt werden. Alle 2 Wochen erfoigt eine erneute Restimulation nach der oben 
beschriebenen Methode. Ab der 3. Restimulation wird die SpezifitSt der Mikrokulturen in einem Proliferation- 25 
stest ermittelt 

3w Proliferationstest mit SW-GAD 
Alle Tests werden mindestens in Doppel-Ansatzen durdigefQhrt 30 
a) Stimulator-ZeQen 

Als Stimulatorzellen werden autoJoge PBLs oder in den HLA-KIasse 11 Antigenen identische PBLs eines 
normalen Spenders verwendet Die PBLs werden wie unter Absatz 2. beschrieben mit Antigen vorinkubiert, mit 35 
4000 rad bestrahit und in 96 Napf-Platten verteilt (100000 Zellen/Loch). 

b)T-ZeUen 

Die verwendeten T-Zellen stammen immer aus der Abschluflphase einer Restimulationsperiode. Sie werden 3 40 
mal rait DMEM von Antigen imd IL-2~freigewaschen und mit 6000 Zelien/96er Napf verteilt Die auf diese Weise 
isolierten T-Zellinien 6/7 und 6/10 wurden bei der DSM unter den Nummem DSM AOC2172 bzw. DSM 
ACC2173 nach den Vorschriften des Budapester Vertrags hinterlegt 

Zusatzlich zu den AnsStzen mit SW*GAD werden KontroUen ohne GAD inkubiert 

Nach 3—4 Tagen bei 37''C/7% CO2 erfoigt die Zugabe von 1 ^Ci ^H-Thymidin und weitere Inkubation fiir 45 
16—20 Stunden. Danach erfoigt das Obertragen der Zellen auf einen Glasfaserfilter mittels eines Zell-Ernte 
Gerates und die Bestimmung der eingebauten Radtoaktivitat im ^-Zahlgerat 

Tabelle 1 zeigt ein typisches Ergebnis eines Proliferationstests mit SW-GAD. 

Tabelle I 50 
Ergebnisse des Proliferationstests der T-ZelUnien 6/7 und 6/10 mit SW-GAD 



Zell- Kontrolle cpm 55 

linie ohne Antigen SW-GAD 



6/7 129 9373 60 

6/10 117 5222 

4. Prolif rationstest mit Peptiden, die aus der H-GAD Sequenz abgeleitet sind 

65 

T-Zellinien, die Clber mindestens 4 Restimulationsrunden expandiert wurden und mit SW-GAD im Prolifera- 
tionstest reagierten, wurden zus^tzlich^nit uberlappenden Peptiden der H-GAD getestet Diese Experimente 
haben zum Ziel, die v n den T-Zellen erkannt n Epitope der H-GAD zu definieren. Dazu werden zunftchst sich 
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ttberlappende 20mer Peptide der H-GAD synthetisiert (Oberlappungsbereich 10 Aminosauren, insgesamt 59 
verschiedene Peptide), 

Jeweils 4—5 dieser Peptide werden zu einem Pool vereinigt und in einer Endkonzentration von je 18 \ig/m\ zu 
den Stimulat rzellen gegeben (Praparation der Stimulatorzellen wie unter Abschnitt 3a beschrieben). Die 
5 weitere Behandlung dieser Stimulatorzellen wird wie unter Abschnitt 3a b^hrieben, durchgeftihrt. 

Danach erfolgt die Zugabe von 6000—20000 T-Zellen pro Mikrokultur-Napf. Das weitere Verfahren ist 
analog dem unter Abschnitt 3b beschriebenen. 

Die Abb. 3 und 4 zeigen Ergebnisse eines Proltferationsassays der T-Zellinien 6/7 und 6/10 unter Venvendung 
von Peptidpools der humanen GAD 65 kd. Beide T-Zellinien proIiferiereD stark mit Peptiden aus dem Pool 11. 
10 Eine geringere, aber signifikante Proliferation ist auch mit Pool 7 zu beobachten. 

Die Abb. 5 und 6 zeigen Ergebnisse des Proliferationsassays der T-2:ellinien 6/7 und 6/10 mit lOjig/ml 
Einzelpeptiden aus den Pools 7 bzw. 11. Beide Zellinien zeigen eine signifikante Proliferation mit dem Peptid 
5G1 (entsprechend den Aminosauren 266 —285 der humanen GAD 65) und eine geringere, jedoch signifikante 
Proliferation mit dem Peptid 5F3 (entsprechend den AminosSuren 306 —325 der humanen GAD 65). 

15 

Beispiel 2 

Verfahren zur Isoiierung und Bestimmung einer antigenspezifischenT-Zellsubpopulation 

20 Da antigenspeziHsche, insbesondere gegen Auto-Antigene gerichtete T-Lymphozyten im peripheren Blut in 
sehr niedriger Zahl auftreten (erwartete Frequenz 10~^— 10"*), bietet sich an, die in vivo prSaktivierten 
T-Zelien uber einen Selektionsschritt zun&chst anzureichern. 
Dies kanndurch zwei Verfahren erzielt werden: 

25 I. Expansion der ui vivo praaktivierten T-Zellen durch Inkubation mit IL-2 

Dazu werden PBLs mittels FicoU-Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert und in Zeilkultur-Medium mit IL-2 
(RPMI 1640/5% Humanseriura/30 U/ml IL-2) auf 2 x 10^ Zellen/ml eingestellt Die Zellen werden in 200 \xl 
Aliquoten auf 48 Napfplatten verteilt und 7 Tage inkubiert. Nach 4 Tagen wird zusStzlich noch einmal IL-2 
30 zugegeben. Da praaktivierte T-Zellen den hochaffinen IL-2 Rezeptor exprimieren, proliferieren selektiv die in 
vivo praaktivierten T-ZeUen wihrend dieser Stimuiationsperiode und reichern sich in der Primarkultur an. Nach 
Abschlufi der Stimuiationsperiode werden cUe Zellen in den einzelnen NSpfen gewaschen, gezthlt und in einem 
Proliferattonstest verwendet 

35 Z Anreicherung von vivo praaktivierten T-Zellen durch immunmagnetische Separation 

Hierzu werden die FicoU- isolierten PBLs mit monoklonalen Antikdrpem gegen den hochaffinen IL-2 Rezep- 
tor inkubiert (7 x 10® PBLs/ml; 10 \ig/m\ anti IL-2 Rezeptor Antik6rper (Boehringer Mannheim); 30 min bei 
4*^C). Anschlie&end wird die Zelisuspension zweimal mit eiskaltem RPMI/10% Humanserum (HS) gewaschen 

40 (400g/10 mia) und dann die Suspension auf eine Zelldichte von 1— 3x lOVml eingestellt. Dazu werden mit 
Schaf-anti Maus-Antikorper gekoppelte Dynabeads M-280 der Fmna Dynal gegeben (Verbaitnis Dynabeads zu 
Zielzeilen ca. 10—15). Die Suspension wird bei 4''C auf einem Roller sehr langsam bewegt Danadi wird die 
Suspension mit RPMl/10% HS 10-fach verdflnnt und fttr 1 — 2 Minuten ui den zuvor gekflhlten Magnetpartikel- 
Konzentrierer (MFC) gesteilt Nachdem die rosettierten IL-2 Rezeptor tragenden T-Zellen vom Magneten 

45 immobilisiert sind, wird der Oberstand abgesaugt, das InkubationsgefaB aus dem MFC entfemt und die verblei- 
benden Zellen mit RPMI/10% HS resuspendiert Die Abtrennung der Zielzeilen erfolgt noch einmal im MFC 
Dieser Waschschritt wird noch einmal wiederhoit AnschlieBend werden die separierten Zellen in ICuIturmedium 
resuspendiert und die. Zellzahl auf 1 x lOVml eingestellt Die Magnetobeads werden nach bekannten Verfahren 
Ober die Detacher Antikdrper entfemt 

50 Die ttber die Verfahren nach 2.1 oder 2.2 angereicherten praaktivierten Zellen werden anschlieBend auf 
Reaktivitat gegen die Auto-Antigen Peptide bzw. gegen einen Peptid/MHC-Komplex getestet 
Auch hier bieten sich mehrere Verfahren an: 

3. Proiif erationstest mit bestrahlten Stimulatorzellen und Peptiden als Antigene 

55 

Zunachst prapariert man autologe Stimulatorzellen aus FiooU-isotierten PBLs. Die Stimulatorzellen werden 
auf eine Konzentration von 10^ Zellen/ml in Zellkulturmedium eingestellt und mit den Peptiden (Endkozentra- 
tion 10 [ig/ml) fOr 2 Stunden/37*'Cy7<yb OO2 inkubiert Danach werden die Stimulatorzellen mit 4O0O rad be- 
strahit und anschlieBend in einer Zellzahl von 100000 Zclfcn/Napf in einer 96-Napf-Rundbodenplatte verteilt 

60 Dazu gibt man je 10(X)00 der aus 2.1 oder 2.2 gewonnenen in vivo praaktivierten T-Zellen und Inkubiert fOr 4 
Tagc/37**CV7% CO2. Dann wird die Htlfte des Ansatzvolumens gegen IL-2 (30 U/ml) ausgetauscht Dies 
geschieht nach weiteren 4 Tagen noch einmaL 

Am Tag 12 nach dem Start der Mikrokulturen wird der eigentliche Proliferationstest durchgefOhrt Dazu 
werden zuerst die Mikrokulturen zweimal mit DMEM gewaschen, um Antigen und IL-2 zu entfemen. Jede 

65 Kultur wird in vier Aliquots aufgeteilt und in Duplikaten in der Anwesenh it von 100000 autologen, bestrahlt n 
PBLs, jeweils mit oder ohn Peptid-Pulse, far 3 Tage inkubiert (37*' C/7% OQ2). Nadi dieser Zeit wird 3H-Thymi- 
din zugegeben und nach weiteren 16— 20 Stundendi eing baut Radioaktivitat bestimmt 
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4. Direkter Nachweis der Autoantigen-reaktivenT-Zellen durch Markierung Uber einen oligomerisierten 

Peptid/HLA-Koraplex 

Hierfur verwendet man die nach der Methode 22 angereichert in vivo praaktivierten T-Zellen. Die Zellen 
werden in RPMI/10% HS auf cine FConzentration von 10*/ml eingestellt und mit dem oligomerisierten mit einer 5 
Fluoreszenz-Markierung versehenen HLA-Peptid-Komplex bei 4*0 fiir 30 min inkubiert AnschlieBend werden 
die Zellen mit eiskaltem Zellkultur-Medium zweimal gewaschen. Die Analyse der Fluoreszenz-markierten 
Zeilpopulation erfolgt im DurchfluBcytometer. 

Beispiel 3 10 

Identifizierung von MHC-Molektilen, welche ein definiertes autoreaktives Peptid prSsentieren 

Hierzu werden zunachst die Peptide mit markiert, 2. B. nach der Methode von Bolton und Hunter (Bolton, 
AE. and Hunter, WM, Biochem. J. 133 (1993X 529 -531) . Dann werden 2—5 x 10® PBLs des Spenders mit dem 15 
2u untersuchenden MHC-Typ in ZelJkulturmedium mit '^sj-markierten Y^piidtn (2— 10 fiM) fur 4 Stunden bei 
ZVC inkubiert. Nach dem Waschen der Zellen werden diese in einera Lysepuffer. bestehend aus 03% NP 40; 
03% Mega; 150 mM NaCl; 5 niM EDTA; 50 mM Tris pH 7^; 2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid) lysiert Aus der 
Mischung werden die MHC-MolekUle durch an Protein A-Sepharose gebundene Frameworkspezifische mono- 
klonale Antikdrper (z. B. im Falle von HLA-DR mit dem raonoklonalen Antikdrper L243 (ATCC HB 55)) 20 
immunprazipitiert und die an die Protein A-Sepharose gebundene RadioaktivitSt im Ganuna-Counter bestimmt 

Beispiel 4 

Bestimmung des Subtyps von MHC-Molekaien, die den T-Zellinien 6/7 (DSM ACC21 72) und 6/10 (DSM 25 

ACC2t73) autoreaktive Peptide prSsentieren 

Die Versuchsdurchffihrung erfolgte analog dem Beispiel 1.3. Als Antigen-reprasentierende Zellen wurden 
allerdings keine autologen PBLs verwendet, sondem PBLs von heterologen Donoren, weiche nicht komplett, 
sondem niu: in deRnierten MHC-AIlelen mit den MHC-Molekiilen des Donors, aus dem auch die T-ZelUnien 30 
entwickelt wurden, iibereinstinmien. Die Proliferationstests wurden unter Verwenduog der autoanttgenen Pep- 
tide 5G1 (entsprechend den Aminosauren 266—285 der humanen GAD65) und 5F3 (entsprechend den Amino- 
sauren 306—325 der humanen GAD65) durchgefOhrt 

Die Tabelle 3 zeigt das Ergebnis ernes solchen Testansatzes. Die T-Zellinien 6/7 und 6/10 proliferieren mit 
beiden Peptiden in Anwesenheit des DR-Bl-AUels 040L Eine Variation der DQ-Al-bzw. DQ-Bl-Allele ist ohne 35 
EinfluB auf die Stimulierbarkeit der T-Zellinien. Die T-Zellinie 6/7 erkennt das Peptid 5G1 zusStzlich in Assozia- 
tion mit den Allelen DR Bl 0101 oder/und 160L 
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BeispielS 

Proliferationstest mit Varianten des Peptids 5G1 unter Verwendung der T-Zellinie 6/tO 

Um die Kerastruktur des stimulierenden Peptids 5G1 aufzukl^en, wurden Proliferationstests mit verschiede- 5 
nen Varianten dieses Peptids unter Verwendung der T-2ellinie 6/10 durchgefiihrt (siehe Tabelle 4). 

Ein Test mit einera ersten Serie von 20mer- Varianten sollte entschlusseln, ob an die 5G1-Struktur am C- bzw- 
N-Terminus angrenzende Aminosauren eine RoUe bei der Erkennung durch die T-Zellinie 6/10 spielen. Wie die 
Stimulationsindices zefgen, bringt eine Verschiefaung des 20mer Peptids in Richtung C-Terminus keinen Gewinn 
an Proliferation saktivitat Eine Verschiebung um 6 Aminosauren in Richtung N-Terminus fuhrt zu etnem Verlust jo 
an Stimuiationskapazit^t. 

Ein Test mit einer zweiten Serie von Peptid varianten untersucht den EinfluB einer Verkfirzung am C-Termi- 
nus. Aus dieser Serie von Experimenten geht hervor, daB die C-terminalen Aminosaurereste Histidin (H) und 
Phenylalanin (EO fQr die Stimulationskapazitat bedeutsam sind 

Ein Test rait einer dritten Serie von Peptidvarianten hatte das Ziel, den N-Terminus des minimalen stimula- 15 
tionsaktiven Peptids zu definieren. Entfemt man von einem iSmer mit intaktem C-Terminus die AminosSuren 
Leucin (L) und Prolin (P), so kommt es zu einem starken Abfall des Stimulationsindex. Der N-Terminus ist somit 
durch L und P definiert Eine weitere VerkUrzung um H und F am C-Terminus fflhrt ebenfalls zu einem Verlust 
an Stimulationsaktivitat Somit ist fiir die T-Zellinie 6/10 das minimale, noch stimulierende Peptid ein 14mer der 
Sequenz LPRLIAFTSEHSHF. 20 

Tabelle 4 

Reaktion von TCL 6/10 mit Varianten des Peptids 5G1 zur Identifizierung der minimalen, noch 

stimulationsaktiven Peptidstruktur 25 

Peptid- Variant en von 5G1 Stimulations - 

index 



30 



35 



40 



5G1 . QMAALPRLIAFTSEHSHFSL 5,4 

ALPRLIAFTSEHSHFSLKKG 3 , 0 

RLI AFTSEHSHPSLKKGAAA 3 , 2 

PEVKEKGMAALPRLIAFTSE 0 , 6 

AAIiPRLIAPTSEHSHFSL 4 , 5 

AALPRLIAFTSEHSHP 2 , 9 

AALPRLIAFTSEHS 0,7 « 

AALPRLIAFTSE 0 , 6 

GMAALPRLIAFTSE 0 , 8 

GMAALPRLIAFT 1,0 » 

LPRLIAPTSEHSHFSIiKK 3 , 2 

RLIAPTSEHSHFSL 1,4 53 

LPRLIAFTSEHSHF 4 , 6 

LPRLIAPTSEHS 0,4 



60 



PatentansprQche 



1. Peptid odor Peptid-D rivat, umfassend: 

a) die AminosSuresequenz (I) es 

G-M-A-A-L-P-R-L-I-A-F-T-S-E-H-S-H-F-S-L-K-K-O-A-A, 
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b) die Aminosduresequenz (I!) 
E-R-G-K-M-I-P-S-D-L-E-R-R-I-L-E-A-K-Q-K, 

5 c) elne der in Abb. 1 oder 2 dargestellten AminosSuresequenzen, 

d) Teilbereiclie der in (a), (b) oder/und (c) dargestellten Aminos^uresequenzen mit einer Lftnge von 
mindestens 6 Aminosauren oder/und 

e) Aminosauresequenzen, die eine im wesentlichen aquivalente SpezifitSt oder/und AffinitSt der Bin- 
dung an MHC-Molekule wie die in (a), (bX (c) oder/und (d) dargestellten Aminosauresequenzen zeigen. 

10 2. Peptid Oder Peptid-Derivat nach Anspruch 1 , umfassend 

a) die Aminosauresequenz (I), 

b) die Aminosauresequenz (H), 

c) Teilbereiche der AminosSuresequenzen (I) oder/und (II) oder/und 

d) Aminosauresequenzen mit einer im wesentlichen aquivalenten SpezifitSt oder/und Affmittt der 
15 Bindung an MHC-Molekiile wie die Aminosauresequenzen aus (a), (b) oder/und (c). 

3. Peptid Oder Peptid-Derivat nach /^iispnich 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Lange von 
mindestens 8 Aminosauren aufweist 

4. Peptid Oder Peptid-Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Ulnge 
von mindestens 10 AminosSuren aufweist 

20 5, Peptid Oder Peptid-Derivat nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB es eine LSnge 
von bis zu 25 Aminosauren aufweist 

6. Peptid Oder Peptid-Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB es eine 
Markierungsgnippe trflgt 

7. Peptidnumetikum, dadurch gekennzeichnet, daB es elne im wesentlichen aquivalente Spezifitat oder/und 
25 Affinitat der Bindung an MHC-MolekUle wie ein Peptid oder Peptid-Derivat nach e'mem der Ansprtiche 1 

bis 6 aufweist 

8. Komplex, der mindestens ein Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der Ansprttche 1 bis 6 oder ein 
Peptidmimetikum nach Anspruch 7 umfaBt, das an ein MHC-MolekQl oder ein peptidbindendes Derivat 
eines MHC-MolekUls gebunden ist 

30 9, Komplex nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB er ein MHC-KJasse II-Molekiil oder ein 
peptidbindendes Derivat davon umfaBt 

10. Komplex nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB das MHC-Klasse II-Molekttl den Typ DRl, 
DR2, DR3 Oder DR4 aufweist 

11. Komplex nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB das MHC-Klasse II-MolekUl den Subtyp DR 
35 Bl 0101, DR Bl 0301. DR Bl 0401, DR Bl 0402, DR Bl 0404 oder DR Bl 1601 aufweist 

12. Komplex nach Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB das MHC-Klasse II-MolekUI den Subtyp DR 
Bl 0101 oderDR Bl 0401 aufweist 

13. Komplex nach einem der Ansprttche 8 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB er ein rekombinantes 
MHC-MolekQl oder ein peptidbindendes Derivat davon umfaBt 

40 14, Komplex nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB er ein IdsUches peptidbindendes Derivat eines 
MHC-MolekUls umfaBt 

15. Komplex nach ein der Ansprtiche 8 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB er eine Markierungsgnippe 
tragt. 

16. Oligomerisierter Peptid-MHC-MolekUl-Komplex, der mmdestens 2 MHC-MolekUle oder MHC-Mole- 
45 kCllderivate enthait, die tlber kovalente oder nicht-kovalente Wechselwirkungen assoziiert sind. 

17. Oligomerisierter Komplex nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB er durch chemische Kopp- 
lungsreagenzien quervemetzte Peptid-MHC-Molekai-Komplexe enthait 

18. Oligomerisierter Komplex nach Anspnjch 16, dadurch gekennzeichnet, daB er durch eine oiigomerisierte 
Peptidkomponente mit mehreren MHC-bindenden Bereichcn vemetzte MHC-Molektile oder MHC-Mole- 

50 kQlderivate enthait 

19. Oligomerisierter Komplex nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB er durch AntikArper ver- 
netzte Peptid-MHC-Molekttl-Komplexe enthait 

20. Oligomerisierter Komplex nach einem der Ansprtiche 16 bb 19, dadurch gekennzeichnet, daB er 
MHC-Moiekfile wie in einem der Ansprtiche 9 bis 14 definiert enthait 

55 21. Oligomerisierter Komplex nach einem der Ansprtiche 16 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB er 
mindestens ein Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der Ansprtiche 1 bis 6 oder ein Peptidmimetikum 
nach Anspruch 7 enthait 

22. Pharmazeutlsche Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daB sie eui Peptid oder Peptid-Derivat 
nach einem der Ansprtiche 1 bis 6, ein Peptidmimetikum nach Anspruch 7 oder/und einen Komplex nach 

60 dnem der Ansprtiche 8 bis 21 als aktive Komponente gegebenenf alls in Kombmation nut pharmazeutisch 
tiblichen Zusatzstoffen enthilt 

23. Zusammensetztmg nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB sie weiterhin eme akzessorische 
stimulierende Komponente umfaBt 

24. Zusammensetzung nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daB die akzessorische stimuli rende 
65 Komponente ausgewahlt ist aus Cytokinen od r/und dem OberflSichenantig nB7. 

25. Verw ndung einer pharmazeutisch n Zusamm nsetzung nach einem der Ansprtiche 22 bis 24 zur 
Herstellung eines Mittek ftir die Diagnose von Erkrankungen oder einer Predisposition ftir Erkrankung n, 
die das Immunsystem bceinflussen, oder von Tumor rkranlcungen oder einer [^disposition fOr Tumor r- 
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krankungea 

26. Verwendung nach Anspruch 25 zur Herstellung eines Mittels fiir die Diagnose von Autoimmunerkran- 
kungen oder einer Pradisposition fUr Autoimmunerkrankungen. 

27. Verwendung nach Anspruch 25 oder 26 zur Herstellung eines Mittels fur die Diagnose von Diabetes 
Oder einer Predisposition far Diabetes, 5 

28. Verfahren zur Bestimmung einer spezifischen T-Zell-Subpopulation dadurch gekennzeichnet, daB man 
eine T-Zellen enthaltende Probe mit einem Peptid oder Peptid-Derival nach einem der AnsprOche 1 bis 6, 
einem Peptidmimetikum nach Anspruch 7 oder/und einem Komplex nach einem der Anspriiche 8 bis 21 in 
Kontakt bringt und die Reaktion von T-ZelJen in der Probe mit dem Peptid oder fCompiex bestimmt 

29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB man die Reaktion der T-Zellen mit einem lo 
fluoreszenzmarkierten Peptid oder Komplex durch FACS-Analyse bestimmt 

30. Verfahren nach Anspruch 28 oder 29, dadurch gekennzeichnet, daB man vor und/oder nach dem Kontakt 
der T-Zeilen mit dem Peptid oder dem Komplex eine Selektion auf praaktivierte T-Zellen durchfiihrt 

31. Verwendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 22 bis 24 zur 
Herstellung eines Mittels fiir die Therapie oder Prevention von Erkrankungcn, die das Iramunsystem 15 
beeinflussen. 

32. Verwendung nach Anspruch 31 zur Herstellung eines Mittels fur die Therapie oder Prevention von 
Autoimmunerkrankungen, 

33. Verwendung nach Anspruch 31 oder 32 zur Herstellung eines Mittels fur die Therapie oder Pravention 
von Diabetes* 20 

34. Verwendung eines Peptids oder Peptid-Derivats nach einem der Anspriiche t bis 6, eines Peptidnumed- 
kums nach Anspruch 7 oder eines Komplexes nach einem der Anspriiche 8 bis 21 zur Herstellung eines 
Antigens, insbesondere eines Immunogens oder Toleorgens. 

35. Verfahren zur Isolierung einer spezifischen T-Zell-Subpopulation, dadurch gekennzeichnet, daB man 
eine T-Zellen enthaltende Probe mit einem Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 25 
einem Peptidmimetikum nach Anspruch 7 oder einem Komplex nach einem der Anspriiche 8 bis 21 in 
Kontakt bringt, die mit dem Peptid oder Komplex reagierenden T-Zelien identifiziert tmd gegebenenfalls 
von anderen T-Zellen abtrennt 

36. Verfahren nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, daB man vor oder/und nach dem Kontakt der 
T-Zellen mit dem Peptid oder dem Komplex eine Selektion auf praaktivierte T-Zellen durchfflhrt 30 

37. Verwendung von nach dem Verfahren gemaB Anspruch 35 isolierten T-Zellen oder Teilstrukturen davon 
zur Herstellung eines Antigens. 

38. Verwendung nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, daB die T-Zellen oder Teilstrukturen davon in 
den Patienten, aus dem sie urspriinglich stammen, reinjiziert werden. 

39. Verwendung nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, daB inaktivierbe T-Zellen reinjiziert werdea 35 

40. Verwendung nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB teilungsfShige T-Zellen reinjiziert werdea 

41. Antikorper gegen ein Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der Anspriiche 1 bis 6, ein Peptidmimeti- 
kum nach Anspruch 7 oder einen Komplex nach einem der AnsprQche 8 bis 21, erhSltlich durch Immunisie- 
rung mit dem Peptid, Peptid-Derivat, Peptitikum oder Komplex und Gewinnung eines durch die Immunisie- 
rung erzeugten Antikdrpers. 40 
4Z Anti-idiotypischer Antikdrper gegen einen Antikftrper nach Anspruch 41, erhaitlich durch Immunisie- 
rung mit dem Antikdrper gegen das Peptid, Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum oder den Komplex und 
Gewinnung eines durch die [mmunisierung erzeugten anti-idiotypischen Antikdrpers. 

43. T-Zelle, die mit einem Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der AnsprQche 1 bis 6, einem Peptidmime- 
tikum nach Anspruch 7 oder einem Komplex nach einem der AnsprQche 8 bis 15 oder 2 1 reagiert 45 

44. T-Zelle nach Anspruch 43, die von der T-Zellinie 6/7 (DSM ACC2172) stammt oder eine aquivalente 
T-ZeUrezeptor-Bindungsspezifitat aufweist 

45. T-Zelle iiach Anspruch 43, die von der T-ZeUinie 6/iO (DSM ACC2173) stammt oder eine aquivalente 
T-Zellrezeptor-Bindungsspezifitat aufweist 
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